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晴乳動物のシアリダーゼに関する研究は､宮城らによって継続され､こ
の10年間に一定の成果が出た(宮城､ 1993: 1998: 2001)｡酵素の粗抽出画分
を用いた4種のシアリダーゼの酵素化学的性状と分類(宮城､ 1990)の後､そ
の中の2種のcDNAをクローニングした(Miyagi et a1.､ 1993:Miyagi eta1.､
1999)｡細胞質シアリダーゼと細胞膜シアリダーゼ(混乱を避けるため形質膜シ
アリダーゼと読み替える)である｡
前者は､当初に酵素抽出の対象となったラット骨格筋細胞に限らず､各
種の細胞に発現している可能性が示された(Dairakuet a1.､ 1986:Akitaet a1.､
1997)｡また､そのcDNAをトランスフェクションした培養細胞で､細胞のトラ
ンスフォーメーションが阻止されることから､発ガン制御との関連が注目され
ている(Tokuyama et a1.､ 1997)｡認知度の低かった本酵素も､ヒトのホモロ
グが発見されるに至り(Monti et al､ 1999)､シアリダーゼの一種として揺る
ぎ無い存在となった｡
後者の形質膜シアリダーゼは､細胞膜のガングリオシドのシァル酸残基
に関連する酵素として､早くから存在が予測され､酵素の精製とcDNAのクロ
ーニングが待望されていた｡宮城らは､この酵素に関してもウシの脳からcDNA
のクローニングに成功し､ヒトとマウスのホモログをも短期間にクローニング
した(Miyagi et a1.､ 1999:Wad礼 et a1.､ 1999:Hasegawa et a1.､ 2000)｡
そして､マウスの本酵素は､マウス神経細胞の培養下での分化に関与すること
が示された｡また､ヒトの本酵素のトランスジェニックマウスはインスリン抵
抗性の糖尿病を高頻度に発症するので､その発症のメカニズムを追究すること
によっても本酵素の生理的機能を解明しようとしている｡
この間､別の研究グループによってリソソームシアリダーゼのcDNAの
クローニングもなされた(Bontenet a1.､ 1996:Milneret al‥ 1997:Pshezhetsky
et a1.､ 1997)｡この種のシアリダーゼは､ヒトにおけるシアリド-シスの原因
遺伝子である｡
このような背景の中で本研究課題を展開した｡本研究課題では､形質膜
シアリダーゼの生理的機能を解明する目的で､マウスの切歯を研究対象として
選んだ｡その理由は､遺伝子操作の技術がマウスで最も普及しているためであ
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る｡また､マウス切歯では､成熟個体においても､歯の表層のエナメル質を形
成する細胞(エナメル芽細胞)のライフサイクルを一望できるからである｡エ
ナメル芽細胞の分化にともない､細胞の形態も大きく変化する｡形質膜シアリ
ダーゼがその変化に関与するならば､本酵素の生理的機能の理解にマウス切歯
は極めて有用である｡また､形質膜シアリダーゼの発現を実験的に変化させた
ときに､エナメル質形成にも異常が発生する可能性がある｡その異常を簡単に
評価できる点でも､マウス切歯は有用である｡
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研究成果
形質膜シアリダーゼのcDNAが､まずウシで精製酵素蛋白の一次構造を
もとにクローニングされ､遺伝子のホモロジーを利用してヒトおよびマウスで
もクローニングされた｡それらのcDNAを利用して､形質膜シアリダーゼの発
現と局在に関する実験を行った｡
本辞素の局在部位の確確実汲
まず､遺伝子産物としての本酵素が形質膜に局在することを確認する必要があ
る｡そのために以下の2つの実験を実施した｡第一に､ウシのcDNAを培養下
のCOS細胞に強制発現させ､ COS細胞における本酵素の局在を免疫細胞化学
的手法によって電子顕微鏡レベルで示した｡抗体には､本酵素に付加されたタ
グに対する市販抗体を使用した｡そのタグは､本酵素が細胞内で生合成される
とき人工的に付加されたものである｡結果をFig.1とFig.2に示した｡二次抗体
の標識物の金粒子は､形質膜に沿って多数認められた｡細胞質の嶺域にも認め
られるが､生合成の途上にあるか､形質膜へ輸送される途上にある酵素を示す
と考えた｡観察に用いた細胞が形質膜シアリダーゼ活性を有することを､酵素
化学的にも確認した｡
次に､本酵素のヒトcDNAを組み込んだトランスジェニックマウスと､
ヒトの本酵素に対するモノクローン抗体を利用して､形質膜への本酵素の局在
を確認した｡骨格筋細胞の形質膜を観察対象とした｡理由は､ 1匹のマウスから
十分な量の骨格筋の組織片が得られるためである｡酵素化学的に活性を確認す
るとともに､本酵素が形質膜に局在することを免疫細胞化学的手法によっても
電子顕微鏡レベルで確認できた｡この実験では､形質膜を少しでも観察し易く
するため､二次抗体の標識には金粒子ではなく､西洋ワサビ過酸化酵秦(HRP)
を使用した｡骨格筋細胞における本酵素は､形質膜へ平均的に分布するのでは
なく､細胞核の周辺の形質膜に高頻度に局在した(Fig.3､ 4)0
合わせて､作成したモノクローン抗体の中から､免疫細胞化学的染色に
最適なものを絞り込んだ｡その絞込みは､ウェスタンプロット法による結果と
免疫細胞化学的染色の結果とを踏まえて行った｡抗体作製に必要な抗原には､
合成ペブタイドを用いた｡その合成ペブタイドは､本酵素のcDNAから推定さ
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れるアミノ酸鎖に基づいて設計された｡
以上の結果から､本酵素は､形態学的にも形質膜に局在することが証明
された｡そこで､観察対象をトランスジェニックマウスの切歯とし､そのエナ
メル芽細胞におけるヒト由来本酵素の局在と､エナメル質形成への影響を形態
学的に検討した｡しかしながら､細胞の形態が十分に保持されていなかったた
めに､想定される影響を識別できなかった｡以下に記載するように､その原因
を突き止め克服できたが､環流固定の技術改良に時間を要したため､改良され
た環流固定法を用いて､研究課題に再度取り組む時間が不足し､目的を果たせ
なかった｡
本研究課題遂行途上に発生した技術的な課題
歯の形成とそれに関与する細胞とを対比させて形態学的な研究をすると
きは､ホルムアルデヒドのような化学的な固定剤で､十分に形態を保持する必
要がある｡切片の作製過程で､エナメル質､象牙質､および周囲の骨を軟化さ
せる目的で､脱灰という処理を数週間行うからである｡化学固定が不十分であ
ると､脱灰の期間中に試料の変性や形態の損傷が進む｡本研究では特に､ヒト
由来の本酵素をマウスに発現させ､形態学的な変化を指標に本酵素の生理的機
能を解析するので､形態を良好に保持することは不可欠である｡そのような観
点から､浸漬固定を避け､環流固定を行った｡環流固定では､心臓経由で血管
網を利用して固定剤を動物の体に注入する方法である｡しかしながら環流固定
をもってしても形態の保持が不十分であるという問題が生じた｡それは､固定
剤の環流が不十分であることを意味する｡過去の環流固定と､本研究での環流
固定とを比較して相違点を洗い出し､固定剤が十分に環流されない原因を検討
した｡その結果､いつも使用しているマウスに比べ､本研究で使用するマウス
は体が小さいため､固定剤を心臓経由で注ぐときの手術に手間取り､血液凝固
が進んで､固定剤が十分に環流されないという結論に達した｡すなわち､環流
固定の技術が､体の小さいマウスに適合していないことが原因であると考えた｡
マウスの体が小さい理由は､以下の2点である｡本研究で使用したC57BU6J
系マウスは､いつも使用しているddY系マウスに比べ成熟時(生後8週令以降)
の体がもともと小さい｡その上､遺伝子導入後のマウス(トランスジェニック
マウス)は発育が少し悪いため､遺伝子を導入しない同系統のマウスに比べて
も体が小さい｡
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韓流固定技術の改良
主な改良点は､持続硬膜外麻酔用カテーテルを用いたこと､そのカテー
テルを左心室に挿入するため注射針をカテーテルの先端に接続したこと､左心
室へ挿入した注射針が抜けるのを防ぐために外科用アロンアルファ-で心臓表
面に付着したこと､以上3点である｡このことによって､心臓を露出してから
固定剤の環流を始めるまでの時間を大幅に短縮できた｡
使用する器具の構成は､小型ポンプ(sJ･1211型ペリスタポンプ､アト
-株式会社製)､シリコンチューブ(外径5mm､内径3mm､全長1m)､細管､
ディスポーザブル注射針(26Gxl/2"､ S.B､ニプロ株式会社製)､外科用アロン
アルファである｡
細管部分に持続硬膜外麻酔用カテーテル(外径0.9mm､長さ900mm､
株式会社トップ社製)を利用した｡カテーテルを長さ10皿に切り､その一端
(Fig.5の①の左端)に､ディスポーザブル注射針を接続する｡そのとき注射針
の針基(Fig.6)の部分を切除し､残った針管(Fig.6)の針基側をカテーテル管
内に押し込んで接続する｡注射針の針管の外面とカテーテルの内面とは密着し､
液漏れの心配は無い｡カテーテルの他端へは付属のコネクターを接続する(Fig.5
の②および③)｡コネクターのもう一方の端(Fig.5の①～④の右端､注射器等
を接続する部位)にはルアーテーパー式フィッティングを介してシリコンチュ
ーブの一端を接続する｡シリコンチューブをポンプのローラー部に装着し､チ
ューブのもう一方の端を固定剤を含むリン酸緩衝液に沈める｡ポンプのローラ
ーが回転しながらチューブを扱くと､固定剤がチューブの管内に吸い上げられ､
カテーテル内を経由して注射針の先端から出てくる｡麻酔下でマウスの腹側の
胸郭を一部切除し､心臓を十分に露出する｡左心室に注射針の先を刺し込む｡
注射針が抜けないよう､穿刺した針の周囲に少量の外科用アロンアルファを塗
布して心臓表面に付着させる｡固定剤は上行大動脈経由で全身を巡る｡固定剤
に先行して､ヘパリンを含むダルベッコ-PBSを数ミリリットル流すと､血液
凝固による血管の閉塞を防ぐことができる｡また､全身を巡った固定剤を排出
するため､環流開始と同時に右心房を切開する｡麻酔後のマウスを仰向けにし
て､板(木製またはコルク製)に保持して環流固定する｡保持には短冊状に切
った布製のガムテープで､四肢と顎の5箇所を板に軽く結わえる程度が良い｡
強く結わえると､固定剤の環流に支障が出て､全身の隅々へ固定剤が行き渡ら
ないことがある｡
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この方法によると､マウスの体の大きさがddY系の生後2週令くらいで
あれば､固定剤が十分に環流され､形態が良好に保持される｡環流固定を施し
たマウスの70-80%で十分な環流固定を達成した｡体が大きくなるにつれ成功
率は高まり､生後6週令では100%に達する｡生後1週令での成功率は､現在の
ところ40-50%である｡改良前の方法では､生後6週令の成功率が50%で､
1-4週令にいたっては成功率が極めて低いために環流固定の対象となっていな
かった｡また､改良後は､改良前の方法よりも手術が簡単になり､環流固定の
技術を習得する観点からも大変進歩した｡
まとめ
形質膜シアリダーゼは､その定義に相応しい性状を有することが確定し
た｡本酵素の発現とエナメル芽細胞の分化との関連については､不明なままで
ある｡環流固定法の技術に問題が生じたことが原因であった｡その問題点は解
消されたが､方法の改良と検証に手間取り､本研究の主たる課題を達成する時
間が不足した｡その点で､不甲斐なく､無念である｡しかし､マウスにおける
環流固定法が向上した意義は非常に大きい｡なぜならば､トランスジェニック
マウスやノックアウトマウスを利用した今後の研究に大きく貢献できるからで
ある｡
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Fig.3
Fig.4
保離栓を外した後に､コネクターのメステーパー辞
に注射器等を接続して薬液を授与する｡
Fig.5
Fig.6
針基
